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論文内容の要旨
〔目的〕
B型肝炎ウィルス (HBV) は，肝炎の原因であり，疫学的には肝細胞ガンの発生とも密接な関連の
ある事もわかっているo しかし， HBVと肝細胞ガン発生の間の関連の分子生物学的な機構については
不明である。一方HBVDNAは，しばしば肝細胞ガン染色体中に組み込まれた形で存在しており，こ
の組み込みと肝細胞ガン発生機構の聞に何かの関係が存在する事が考えられるo
HBVは，ヒト及びチンパンジーの個体のみで増殖可能で，現在のところ一般的に利用可能な実験動
物あるいは培養細胞による感染増殖系は無い。そこで我々は，可能な限り多検体のヒト肝細胞ガンの剖
検材料から染色体DNAを調製し，遺伝子クローニングの手法を用いて，染色体への組み込み様式を調
べる事により， HBVDNAの染色体への組み込み機構への考察を得る事を目的に研究を行った。本研
究は， HBVと肝細胞ガン発生の関係の分子生物学的機構の解明の第一歩となるものであるo
〔方法ならびに成績〕
肝細胞ガンの剖検材料より，常法通りプロナーゼ及びフェノール処理によって染色体DNAを調製し
た。この染色体DNAを EcoRI または Hind m によって切断しえファージベクター シャロン28及びそ
の誘導体 À styx を用いて遺伝子ライブラリーを作製した。次いで，クローン化されたHBVDNAを
辺Pでラベルしてプロープとし，プラークハイブリダイゼーションにより ライブラリーをスクリー
ニングした。これらの一連の操作により， 7 件の剖検材料からHBVDNAの組み込まれた肝細胞ガン
染色体由来の独立したDNA断片を19クローン得る事ができた。
これらのクローンについて，サブクローニング，制限酵素切断点地図作製 HBVDNA とのハイブ
リダイゼーション，ダイデオキシ法による DNA配列の分析を行い， HBVゲノムのどの部分がどのよ
うな様式で組み込まれているのかを解析した。また， 8 クローンについてHBVDNA部分の外側のヒ
ト染色体DNA部分をプロープしとしてセルソーターによってソーティングしたヒト染色体のDNA及
びヒトーマウスハイブリッドセルパネルのDNAとのハイブリダイゼイションにより染色体番号を決定
した。
これらの解析により，以下のような結果が得られ考察をおこなった。組み込まれていたHBVゲノム
の構造は， HBVゲノムの全長そのままという例は見られなかった。 HBVの複製及び転写開始に重要
な役割を果たしている繰り返し配列DR1 と DR2 の間 (Coh 領域)またはその近辺が欠けている場合
が多かった。これらの事は組み込まれたHBVDNAが複製の鋳型とはなり得ない事を示している。
組み込まれたHBVDNAには非常に複雑なリアレンジメントが起きていたり 大きな折り返し構造
を取っている場合があった。
HBV由来DNAとヒト染色体DNAの結合部位をHBVゲノム上でみるといくつかのクラスターし
ている領域があり Coh 領域に少なくとも片端がある場合が全体の約半数を占めていた。これは， Coh 領
域が組み込みに重要な役割を果たしている事を示唆しているo Coh 領域以外にも結合部位がクラスター
している領域がプレ S遺伝子の上にもみられ この部分は Coh 領域と同様転写開始領域である事が注
目される。
結合部位のDNAは特別なコンセンサスは認められなかった。しかし 4 クローンでヒト染色体DN
A配列が Alu 繰り返し配列 1 クローンではサテライト E繰り返し配列であった。
8 クローンについてヒト染色体部分の染色体番号を決定したが特定の染色体への分布はなかった。
また， HBV部分の両端のヒト由来部分で染色体番号が異なっている例が 2 クローンありこれは染色体
のリアレンジが起こっている事をしめしている。
〔総括〕
肝細胞ガン 7 検体より HBVDNAが，ヒト染色体DNAに組み込まれたDNA断片部分19クローン
を得た。
これらのクローンを解析し， HBVDNAの組み込み様式を解析した。組み込みにはHBVゲノム上
の二つの繰り返し配列の聞の領域が使われている事が示せる例が約半数に達する事，等の結果を得，組
み込み機構に関して考察を行った。
論文の審査結果の要旨
B型肝炎ウィルスによる肝細胞ガン発生の機構に関しては良く判っていないが， B型肝炎ウィルス D
NAの肝細胞ガン染色体中への組み込みが発ガンに係わっている可能性が高いと考えられる。しかし，
この組み込み様式の解析に関し現在までは一例報告的なものや，特殊なセルラインに関するものがあっ
たにすぎなかった。それらに対し，本論文は 7 例の実際の肝細胞ガンより分子クローニングの手法を用
てB型肝炎ウィルスDNAの肝細胞ガン染色体への組み込み様式の解析を行い一般化し得る結果を得た
ものである。
本論文より 1) 組み込みまれたB型肝炎ウィルスDNAには欠失のある事 2 )組み込まれたウィ
ルスDNAの構造には，大きなインパーテッド構造の生成や欠失により非常に複雑な再構成のある場合
のある事， 3) ウィルスDNAとヒト染色体DNAの結合部の位置が約半数の例で少なくとも片端が，
B型肝炎ウィルスゲノム上に存在するダイレクトリピート 1 と 2 の間にある事， 4) ウイルス DNAの
組み込まれたヒト染色体DNAについて，その塩基配列に共通性は認められず，染色体レベルで見ても
特定の染色体への偏りは認められない事等が明らかになった。
本論文より得られた上記知見は， B型肝炎ウィルスDNAのヒト染色体への組み込み機構及び発ガン
機構の解明に重要なものであり，博士論文としてふさわしいものと考える。
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